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学位論文の要旨 
Digital PCR assay detection of circulating Mycobacterium tuberculosis DNA in 
pulmonary tuberculosis patient plasma 
(デジタル PCR 解析による 
肺結核患者血漿中結核菌特異的遊離 DNA の検出) 
http://www.tuberculosisjournal.com/article/S1472-9792(16)30027-0 
 肺結核は現在においても脅威的な感染症の一つであり，毎年全世界でおおよそ 900万人
が罹患し，150万人以上が死亡している (Zumla et al., 2015)．その診断法として従来より
喀痰塗抹および培養検査が広く用いられているが，近年 quantitative real-time PCR 
(qPCR) や loop-mediated isothermal amplification (LAMP) のような核酸増幅法を用い
た検査が発展してきた (Hance et al., 1989, Brisson-Noel et al., 1989, Eisenach et al., 






近年デジタル PCR (dPCR, digital PCR) という，従来の手法と比較してより高い検出感度
を持つ，新たな核酸増幅法が開発された．本研究の目的は，呼吸器検体より結核菌の存在
が確認された肺結核患者の，感染部位由来の検体ではない血液検体を使用し、極微量の対
象遺伝子検出に適した dPCR を用いることで結核菌感染患者血漿中に結核菌特異的遊離 
DNA が存在することを示し，結核菌感染症に対する新たな診断方法の開発の可能性を証明
することである． 
第 2節 実験材料と方法 
 2015年 1月から 8月までに横浜市立大学附属病院に隔離入院した喀痰塗抹陽性肺結核患
者計を対象として，37人から血液を採取した．全ての肺結核患者は喀痰抗酸菌塗抹検査陽
性の確認ののち，同検体を用いた培養同定検査や PCR などの核酸増幅検査法により，肺
結核菌感染症と診断した．また同期間に，健康対照群として T-SPOT (T-SPOT.TB，Oxford 
  
Immunotec，Oxford，UK) 陰性が確認された同病院の職員 15人，NTM (Non-Tuberculous 
Mycobacteria) 患者群として American Thoracic Society and Infectious Diseases of 
America の定める基準を満たす NTM 患者 4人から血液を採取 (Griffith et al, 2007)．  
 結核菌特異的なゲノム DNA配列を検出するためのプライマーとプローブを 2 セット作
成した．対象とする遺伝子の一つは，insertion sequence 6110 (IS6110: GenBank accession 
number X17348)，もう一方は gyrase submit B (gyrB: GenBank accession number 
AL123456.3)とした． 
第 3節 結果 
 各検体におけるそれぞれの 2回の重複解析結果にいては，良好な相関が認められた 
(IS6110，p<0.0001，R=0.83；gyrB，p<0.0001，R=0.80，Spearman の順位相関係数)．
IS6110 と gyrB を対象とした解析結果は，それぞれの検体において有意な相関を示した 
(p<0.0001，R=0.69，Spearman の順位相関係数)．IS6110 において，肺結核患者群 (median 
score，2.20 copies/20 μL；mean ± SD，144.8 ± 538.3 copies/20 μL) は健康対照群 
(median score，0.00 copy/20 μL；mean ± SD，0.44 ± 0.49 copies/20 μL) と比較し
て有意に高い DNA コピー数を示した (p=0.004；Mann-Whitney の U 検定)．gyrB に
おいても同様に，肺結核患者群 (median score，0.00 copies/20 μL；mean ± SD，359.0 
± 2116 copies/20 μL) は健康対照群 (median score，0.00 copy/20 μL；mean ± SD，
0.07 ± 0.28 copies/20 μL) と比較して有意に高い DNA コピー数を示した (p = 
0.011；Mann-Whitney の U 検定). 
 37 人の肺結核患者のうち，24 人の検体に対して dPCR と同時に qPCR でも解析を行
い，2つの解析方法における血漿中低コピー数を対照とした DNA の検出能力を比較した．
IS6110 においては，dPCR を用いた解析において 6.0 copy/20 μL 以下であった検体は，
qPCR において DNA の増幅は認められなかった．また，dPCR 解析結果で 14.1 copy/20 
μL 以上の DNA 濃度を示したものについては，qPCR においても DNA 増幅が認められ
た．gyrB においても，dPCR を用いた解析で 5.8 copy/20 μL以下であった検体は 3検
体の例外を除いて，qPCR において DNA の増幅は認められなかった．また，dPCR 解析
結果で 31.0 copy/20 μL 以上の DNA濃度を示したものについては，qPCR においても 
DNA 増幅が認められた． 
 dPCR における肺結核患者血漿中結核菌特異的遊離 DNA を検出する能力は，
  
Receiver-Operating Characteristic (ROC) 曲線解析も用いて検討した．ROC 解析におけ
る Area Under the Curve (AUC) は IS6110 においては 0.73 (95% confidence interval 
[CI]: 0.60-0.87；p = 0.008)，gyrB においては 0.69 (95% CI: 0.55-0.83；p=0.029)であっ
た． IS6110 においては反応液中 DNA 濃度のカットオフ値を 1.05 copy/20 μL とする
と，37人中 24人が陽性となり，感度 65%，特異度 93％ であった．また，gyrB において
は反応液中 DNA 濃度のカットオフ値を 1.60 copy/20 μL とすると，37人中 11人が陽
性となり，感度 29%，特異度 100％ であった．また，gyrB において陽性と定義された
11人は全員，IS6110においても陽性であった． 
























BRISSON-NOEL, A., GICQUEL, B., LECOSSIER, D., LEVY-FREBAULT, V., NASSIF, 
X. & HANCE, A. J. 1989. Rapid diagnosis of tuberculosis by amplification of 
mycobacterial DNA in clinical samples. Lancet, 2, 1069-71. 
CLEARY, T. J., ROUDEL, G., CASILLAS, O. & MILLER, N. 2003. Rapid and specific 
detection of Mycobacterium tuberculosis by using the Smart Cycler instrument 
and a specific fluorogenic probe. J Clin Microbiol, 41, 4783-6. 
DESJARDIN, L. E., CHEN, Y., PERKINS, M. D., TEIXEIRA, L., CAVE, M. D. & 
EISENACH, K. D. 1998. Comparison of the ABI 7700 system (TaqMan) and 
competitive PCR for quantification of IS6110 DNA in sputum during treatment 
of tuberculosis. J Clin Microbiol, 36, 1964-8. 
EISENACH, K. D., SIFFORD, M. D., CAVE, M. D., BATES, J. H. & CRAWFORD, J. T. 
1991. Detection of Mycobacterium tuberculosis in sputum samples using a 
polymerase chain reaction. Am Rev Respir Dis, 144, 1160-3. 
HANCE, A. J., GRANDCHAMP, B., LEVY-FREBAULT, V., LECOSSIER, D., RAUZIER, 
J., BOCART, D. & GICQUEL, B. 1989. Detection and identification of 
mycobacteria by amplification of mycobacterial DNA. Mol Microbiol, 3, 843-9. 
MILLER, N., CLEARY, T., KRAUS, G., YOUNG, A. K., SPRUILL, G. & HNATYSZYN, 
H. J. 2002. Rapid and specific detection of Mycobacterium tuberculosis from 
acid-fast bacillus smear-positive respiratory specimens and BacT/ALERT MP 
culture bottles by using fluorogenic probes and real-time PCR. J Clin Microbiol, 
40, 4143-7. 
NOTOMI, T., OKAYAMA, H., MASUBUCHI, H., YONEKAWA, T., WATANABE, K., 
AMINO, N. & HASE, T. 2000. Loop-mediated isothermal amplification of DNA. 
Nucleic Acids Res, 28, E63. 
ZUMLA, A., GEORGE, A., SHARMA, V., HERBERT, R. H., BARONESS MASHAM OF, 
I., OXLEY, A. & OLIVER, M. 2015. The WHO 2014 global tuberculosis 




Digital PCR assay detection of circulating Mycobacterium tuberculosis DNA in 
pulmonary tuberculosis patient plasma. 
 
Ushio R, Yamamoto M, Nakashima K, Watanabe H, Nagai K, Shibata Y, Tashiro K, 
Tsukahara T, Nagakura H, Horita N, Sato T, Shinkai M, Kudo M, Ueda A, Kaneko 
T. Tuberculosis, 2016, 99, 47-53. 
 
Ⅱ 副論文 
  なし 
 
Ⅲ 参考論文 
  なし 
 
